
„ CfW ©CQfVoc 



VERIFICATION OF TRANSLATTOM 



I, 

Of 



Patent Application -No. 



am the translator of the documents attached and I state 
that the following is a true translation to the best of 
my knowledge and belief of dfeftu Qu^v Pate nt 
Application No. /[Q, § A <j. ^ 



DATED this SH^ 



m v V^ignature of translator 



i Scherz f 



day of harci^ £W 

\huZQxx 




lit «Mf 



Certified translation of a priority document 



FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY 

(coat of arms) 

Certification of Priority on the Filing of a Patent 

Application 

File No. : 198 19 846.9 

Date of Filing: May 5, 1998 

Applicant/Patentee : Deutsches Krebsf orschungszentrum 

Stiftung des offentlichen Rechts, 
Heidelberg, Neckar/ Germany 

Title: Multivalent Antibody Constructs 

IPC: C 07 K, A 61 K, C 12 N 

The attached sheets are a true and exact reproduction of 
the original documents of this patent application. 



Miinchen, February 8, 2001 
German Patent and Trademark Office 
The President 

Seal: by order 

German Patent and (signature) 
Trademark Office Wehner 



Stamp : 

German Patent and 
Trademark Office 



Applicant : Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Attorney's File: K 2534 - hu /A 



Multivalent Antibody Constructs 



The present invention relates to multivalent F v antibody 
constructs, expression plasmids which code for them, and a 
method for producing the F v antibody constructs as well as 
the use thereof. 

Natural antibodies are dimers and are therefore referred to 
as bivalent. They have four variable domains, namely two V H 
domains and two V L domains. The ''variable domains serve as 
binding sites for an antigen, a binding site being formed 
from a V H domain and a V L domain. Natural antibodies 
recognize one antigen each, so that they are also referred 
to as monospecific. Furthermore, they also have constant 
domains which add to the stability of the natural 
antibodies. On the other hand, they are also co-responsible 
for undesired immune responses which result when natural 
antibodies of various animal species are administered 
mutually. 

In order to avoid such immune responses, antibodies are 
constructed which lack the constant domains. In particular, 
these are antibodies which only comprise the variable 
domains. Such antibodies are designated F v antibody 
constructs. They are often available in the form of single- 
chain monomers paired with one another. 




However, it showed that F v antibody constructs only have 
little stability. Therefore, their usability for therapeutic 
purposes is strongly limited. 

Thus, it is the object of the present invention to provide 
an antibody by means of which undesired immune responses can 
be avoided. Furthermore, it shall have a stability which 
makes it usable for therapeutic uses. 

According to the invention this is achieved by the subject 
matters defined in the claims. 

Therefore, the subject matter of the present invention 
relates to a multivalent F v antibody construct which has 
great stability. Such a construct is suitable for diagnostic 
and therapeutic purposes. 

The present invention is based on the applicant's insights 
that the stability of an F v antibody construct can be 
increased if it is present in the form of a single-chain 
dimer where the four variable domains are linked with one 
another via three peptide linkers. The applicant also 
recognized that the F v antibody construct folds with itself 
when the middle peptide linker has a length of about 10 to 
30 amino acids. The applicant also recognized that the F v 
antibody construct folds with other F v antibody constructs 
when the middle peptide linker has a length of about up to 
10 amino acids so as to obtain a multimeric, i.e. 
multivalent, F v antibody construct. The applicant also 
realized that the F v antibody construct can be multi- 
specific . 

According to the invention the applicant's insights are 
utilized to provide a multi-valent F v antibody construct 




which comprises at least four variable domains which are 
linked with one another via peptide linkers 1, 2 and 3. 

The expression "F v antibody construct" refers to an antibody 
which has variable domains but no constant domains. 

The expression "multivalent F v antibody construct" refers to 
an F v antibody which has several, but at least four, 
variable domains. This is achieved when the single-chain F v 
antibody construct folds with itself so as to give four 
variable domains, or folds with other single-chain F v 
antibody constructs. In the latter case, an F v antibody 
construct is given which has 8, 12, 16, etc., variable 
domains. It is favorable for the F v antibody construct to 
have four or eight variable domains, i.e. it is bivalent or 
tetravalent (cf . Fig. 1) . Furthermore, the variable domains 
may be equal or differ from one another, so that the 
antibody construct recognizes one or several antigens. The 
antibody construct preferably recognizes one or two 
antigens, i.e. it is monospecific and bispecific, 
respectively. Examples of such antigens are proteins CD19 
and CD3. 

The expression "peptide linkers 1, 3" refers to a peptide 
linker adapted to link variable domains of an F v antibody 
construct with one another. The peptide linker may contain 
any amino acids, the amino acids glycine (G) , serine (S) and 
proline (P) being preferred. The peptide linkers 1 and 3 may 
be equal or differ from each other. Furthermore, the peptide 
linker may have a length of about 0 to 10 amino acids. In 
the former case, the peptide linker is only a peptide bond 
from the COOH residue of one of the variable domains and the 
NH 2 residue of another of the variable domains. The peptide 
linker preferably comprises the amino acid sequence GG. 



The expression "peptide linker 2" refers to a peptide linker 
adapted to link variable domains of an F v antibody construct 
with one another. The peptide linker may contain any amino 
acids, the amino acids glycine (G) , serine (S) and proline 
(P) being preferred. The peptide linker may also have a 
length of about 3 to 10 amino acids, in partiuclar 5 amino 
acids, and most particularly the amino acid sequence GGPGS, 
which serves for achieving that the single-chain F v antibody 
construct folds with other single-chain F v antibody 
constructs. The peptide linker can also have a length of 
about 11 to 20 amino acids, in particular 15 to 20 amino 
acids, and most particularly the amino acid sequence (G 4 S) 4 , 
which serves for achieving that the single-chain F v antibody 
construct folds with itself. 

An F v antibody construct according to the invention can be 
produced by common methods. A method is favorable in which 
DNAs coding for the peptide linkers 1, 2 and 3 are ligated 
with DNAs coding for the four variable domains of an F v 
antibody construct such that the peptide linkers link the 
variable domains with one another and the resulting DNA 
molecule is expressed in an expression plasmid. Reference is 
made to Examples 1 to 5 . As to the expressions "F v antibody 
construct" and "peptide linker" reference is made to the 
above explanations and, by way of supplement, to Maniatis, 
T. et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory 1982. 

DNAs which code for an F v antibody construct according to 
the invention also represent a subject matter of the present 
invention. Furthermore, expression plasmids which contain 
such DNAs also represent a subject matter of the present 
invention. Preferred expression plasmids are pDISC3xl9-LL, 



pDISC3xl9-SL, pPIC-DISC-LL, and pPIC-DISC-SL . 

They were deposited with the DSMZ 
(Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellen) [German- 
type collection for micro-organisms and cells] on April 30, 
1998 under DSM 12150, DSM 12149, DSM 12152 and DSM 12151, 
respectively. 

Another subject matter of the present invention relates to a 
kit, comprising: 

(a) an F v antibody construct according to the invention, 
and/or 

(b) an expression plasmid according to the invention, and 

(c) conventional auxiliary agents, such as buffers, 
solvents and controls. 

One or several representatives of' the individual components 
may be present . 

The present invention provides a multivalent F v antibody 
construct where the variable domains are linked with one 
another via peptide linkers. Such an antibody construct 
distinguishes itself in that it contains no parts which can 
lead to undesired immune reactions. Furthermore, it has 
great stability. It also enables to bind several antigens 
simultaneously. Therefore, the F v antibody construct 
according to the invention is perfectly adapted to be used 
not only for diagnostic but also for therapeutic purposes. 
Such purposes can be seen as regards any disease, in 
particular a viral, bacterial or tumoral disease. 




Brief description of the drawings : 

Fig. 1 shows the genetic organization of an F v antibody 
construct (A) according to the invention and schemes for 
forming a bivalent (B) or tetravalent F v antibody construct 
(C) . Ag: antigen; His 6 : six C-terminal histidine residues; 
stop: stop codon (TAA) ; V H and V L : variable region of the 
heavy and light chains. 

Fig. 2 shows the scheme for the construction of the plasmids 
pDISC3xl9-LL and pDISC3xl9-SL . c-myc: sequence coding for an 
epitope which is recognized by the antibody 9E1, Hise: 
sequence which codes for six C-terminal histidine residues; 
PelB: signal peptide sequence of the bacterial pectate lyase 
(PelB leader); rbs: ribosome binding site; Stop: stop codon 
(TAA) ; V H and V L : variable region of the heavy and light 
chains . 

Fig. 3 shows a diagram of the expression plasmid pDISC3xl9- 
LL. 6xHis: sequence which codes for six C-terminal histidine 
residues; bla: gene which codes for B-lactamase responsible 
for ampicillin resistance; bp: base pairs; c-myc: sequence 
coding for an epitope which is recognized by the 9E10 
antibody; ColEl: origin of the DNA replication; fl-IG: 
intergenic region of the bacteriophage fl; Lac P/0: wt lac- 
operon promoter/operator; linker 1: sequence which codes for 
a GlyGly dipeptide linking the V H and V L domains; linker 2: 
sequence coding for a (Gly 4 Ser)4 polypeptide which links the 
hybrid scFv fragments; Pel-B leader: signal peptide sequence 
of the bacterial pectate lyase; rbs: ribosome binding site; 
V H and V L : variable region of the heavy and light chains. 

Fig. 4 shows a diagram of the expression plasmid pDISC3xl9- 
SL. 6xHis: sequence which codes for six C-terminal histidine 




residues; bla: gene which codes for ft- 

_.. _ - - — pairs; 

c-myc: sequence coding for an epitope recognized by the 9E10 
antibody; ColEl: origin of DNA replication; fl-IG: 
intergenic region of the bacteriophage fl; Lac P/0: wt lac- 
operon promoter /operator : linker 1: sequence which codes for 
a GlyGly dipeptide which links the V H and V L domains; linker 
3: sequence which codes for a GlyGlyProGlySer oligopeptide 
which links the hybrid scFv fragments; Pel-B leader: signal 
peptide sequence of the bacterial pectate lyase; rbs : 
ribosome binding site; V H and V L : variable region of the 
heavy and light chains. 

Fig. 5 shows the nucleotide sequence and the amino acid 
sequence derived therefrom of the bivalent F v antibody 
construct encoded by the expression plasmid pDIS3xl9-LL. c- 
myc epitope: sequence coding for an epitope which is 
recognized by the antibody 9E10; CDR: region determining the 
complementarity; framework: framework region; His6 tail: 
sequence which codes for six C-terminal histidine residues; 
PelB leader: signal peptide sequence of the bacterial 
pectate lyase; RBS: ribosome binding site; V H and V L : 
variable region of the heavy and light chains. 

Fig. 6 shows the nucleotide sequence and the derived amino 
acid sequence of the tetravalent F v antibody construct 
encoded by the expression plasmid pDISC3xl9-SL. c-myc 
epitope: sequence coding for an epitope which is recognized 
by the 9E10 antibody; CDR: region determining 
complementarity; framework: framework region; His6 tail: 
sequence coding for the six C-terminal histidine residues; 
PelB leader: signal peptide sequence of the bacterial 
pectate lyase; RBS: ribosome binding site; V H and V L : 
variable region of the heavy and light chains. 



Fig. 7 shows the nucleotide sequence and the derived amino 
acid sequence of a connection between a gene which codes for 
an a-factor leader sequence and a gene coding for the 
tetravalent F v antibody construct in the Pichia expression 
plasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-factor signal: leader peptide 
sequence of the Saccharomyces cerevisiae-a factor secretion 
signal; V H : variable region of the heavy chain. Rhombs 
indicate the signal cleaving sites. 

Fig. 8 shows the nucleotide sequence and the derived amino 
acid sequence of a connection between a gene coding for an 
a-factor leader sequence and a gene which codes for the 
bivalent F v antibody construct in the Pichia expression 
plasmid pPIC-DISC-LL. Alpha-factor signal: leader peptide 
sequence of the Saccharomyces ce&evisiae-a factor secretion 
signal; V H : variable region of the heavy chain. Rhombs show 
the signal cleaving sites. 

The invention is explained by the below examples. ~ 




Example 1: Construction of the plasmids pDISC3xl9-LL and 

pDISC3xl9-SL for the expression of bivalent, 
bispecific and/or tetravalent, bispecific F v 
antibody constructs in bacteria 



The plasmids pH0G-aCD19 and pH0G-dm0KT3 which code for the 
scFv fragments derived from the hybridoma HD37 which is 
specific to human CD19 (Kipriyanov et al., 1996, J. Immunol. 
Meth. 196 , 51-62) and from the hybridoma OKT3 which is 
specific to human CD3 (Kipriyanov et al., 1997, Protein 
Eng. 10, 445-453), respectively, were used for the 
construction of expression plasmids for a single-chain F v 
antibody construct. A. PCR fragment 1 of the V H domain of 
anti-CD19, followed by a segment which codes for a GlyGly 
linker, was produced using the primers DPI, 5'- 
TCACACAGAATTC-TTAGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACC, and DP2, 5'- 
AGCACAC GATATC ACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC (cf. Fig. 2). The 
PCR fragment 1 was cleaved by EcoRI and EcoRV and ligated 
with the EcoRI /EcoRV-linearized plasmid pH0G-dm0KT3 so as to 
produce the vector pHOG19-3. The PCR fragment 2 of the V L 
domain of anti-CD19, followed by a segment which codes for a 
c-myc epitope and a hexahistidinyl tail, was produced using 
the primers DP3, 5 ' -AGCACAC AAGCTT GGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAAC- 
TCCA, and DP4 , 5 ' -AGCACACTCTAGAGACACAC AGATCT TTAGTGATGGTGAT- 
GGTGATGTGAGTTTAGG . The PCR fragment 2 was cleaved by Hindi I I 
and Xbal and ligated with the HIndlll/Xbal-linearized 
plasmid pH0G-dm0KT3 so as to obtain the vector pHOG3-19 (cf. 
Fig. 2) . The gene coding for the hybrid scFv-3-19 in the 
plasmid pHOG3-19 was amplified by means of PCR with the 
primers Bi3sk, 5 ' -CAGCCGG CCATGG CGCAGGTGCAACTGCAGCAG and 
either Li-1, 5 ' -TATATACTG CAGCTG CACCTGGCTACCACCACCACCGGAGCCG- 
CCACCACCGCTACCACCGCCGCCAGAACCACCACCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, 
for the production of a long flexible (Gly 4 Ser) 4 inter-scFV 
linker (PCR fragment 3, cf. Fig. 2) or Li-2, 5 1 -TAT AT A- 



CTGCAGCTGCACCTGCGACCCTGGGCCACCAGCGGCCGCAGCATCAGCCCG, for the 
production of a short rigid GGPGS linker (PCR fragment 4, 
cf . Fig. 2) . The expression plasmids pDISC3x!9-LL and 
pDISC3xl9-SL were constructed by ligating the NcoI/PvuII 
restriction fragment from pHOG19-3, comprising the vector 
framework and the NcoI/PvuII-cleaved PCR fragments 3 and 4, 
respectively (cf . Figs. 3, 4) . The complete nucleotide and 
protein sequences of the bivalent and tetravalent F v 
antibody constructs are indicated in Figs 5 and 6, 
respectively. 

Example 2 : Construction of the plasmids pPIC-DISC-I*L and 

pPIC-DISC-SL for the expression of bivalent, 
bispecific and/or tetravalent, bispecific F v 
antibody constructs in yeast 

(A) Construction of pPIC-DISC-SL " 

The vector pPICZaA (Invitrogen BV, Leek, Netherlands) for 
the expression and secretion of recombinant proteins in the 
yeast Pichia pastoris was used as a starting material. It 
contains a gene which codes for the Saccharomyces cerevisiae 
a-factor secretion signal, followed by a polylinker. The 
secretion of this vector is based on the dominant selectable 
marker, Zeocin™ which is bifunctional in both Pichia and E. 
coli. The gene which codes for the tetravalent F v antibody 
construct (scDia-SL) was amplified by means of PCR by the 
template pDISC3xl9-SL using the primers 5-PIC, 5*- 
CCGT GAATTC CAGGTGCAACTGCAGCAGTCTGGGGCTGAACTGGC, and pSEXBn 
5 ' -GGTCGACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG . The resulting PCR 
product was cleaved by EcoRI and Xbal and ligated in 
EcoRI/Xbal-linearized pPICZaA. The expression plasmid pPIC- 
DISC-SL was obtained. The nucleotide and protein sequences 
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of the tetravalent F v antibody construct are shown in Fig. 
7 . 



(B) Construction of pPIC-DISC-LL 

The construction of pPIC-DISC-LL was carried out on the 
basis of pPICZaA (Invitrogen BV, Leek, Netherlands) and 
P DISC3xl9-LL (cf. Fig. 3). The plasmid-DNA pPICZaA was 
cleaved by EcoRI. The overhanging 5' -ends were filled using 
a Klenow fragment of the E. coli DNA polymerase I. The 
resulting DNA was cleaved by Xbal, and the large fragment 
comprising the pPIC vector was isolated. Analogous thereto 
the DNA of pDISC3xl9-LL was cleaved by Ncol and treated with 
a Klenow fragment. Following the cleavage using Xbal a small 
fragment, comprising a gene coding for the bivalent F v 
antibody, was isolated. Its ligation with a pPIC-derived 
vector-DNA resulted in the plasmid pPIC-DISC-LL. The 
nucleotide and protein sequences of the bivalent F v antibody 
construct are shown in Fig. 8. 

Example 3: Expression of the tetravalent and/or bivalent 

F v antibody construct in bacteria 

E. coli XLl-blue cells (Strategene, La Jolla, CA) which had 
been transformed with the expression plasmids pDISC3xl9-LL 
and pDISC3xl9-SL, respectively, were cultured overnight in 
2xYT medium with 50 ug/ml ampicillin and 100 mM glucose 
(2xYT Ga ) at 37°C. 1:50 dilutions of the overnight cultures 
in 2xYT GA were cultured as flask cultures at 37 °C while 
shaking with 200 rpm. When the cultures had reached an OD 600 
value of 0.8, the bacteria were pelleted by 10-minute 
centrifugation with 1500 g at 20°C and resuspended in the 
same volume of a fresh 2xYT medium containing 50 ug/ml 
ampicillin and 0.4 M saccharose. IPTG was added up to a 
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final concentration of 0.1 mM, and the growth was continued 
at room temperature (20-22°C) for 18 - 20 h. The cells were 
harvested by 10-minute centrif ugation with 5000 g at 4°C. 
The culture supernatant was held back and stored on ice. In 
order to isolate the soluble periplasmic proteins, the 
pelleted bacteria were resuspended in 5 % of the initial 
volume of ice-cold 50 mM Tris-HCl, 20 % saccharose, 1 mM 
EDTA, pH 8.0. Following 1 hour of incubation on ice with 
occasional stirring the spheroplasts were centrifuged with 
30,000 g at 4°C for 30 minutes, the soluble periplasmic 
extract being obtained as supernatant and the spheroplasts 
with the insoluble periplasmic material being obtained as 
pellet. The culture supernatant and the soluble periplasmic 
extract were combined and clarified by further 
centrifugation (30,000 g, 4°C, 40 min.). The recombinant 
product was concentrated by ammonium sulfate precipitation 
(final concentration 70 % saturation). The protein 
precipitate was obtained by centrifugation (10,000 g, 4°C, 
40 min.) and dissolved in 10 % of the initial volume of 50 
mM Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 7.0. An immobilized metal affinity 
chromatography (IMAC) was carried out at 4°C using a 5 ml 
column of chelating sepharose (Pharmacia) which was charged 
with Cu 2+ and had been equilibrated with 50 mM Tris-HCl, 1 M 
NaCl, pH 7.0 (starting buffer). The sample was loaded by 
passing it over the column. It was then washed with twenty 
column volumes of starting buffer, followed by starting 
buffer with 50 mM imidazole until the absorption at 280 nm 
of the effluent was at a minimum (about thirty column 
volumes) . The absorbed material was eluted with 50 mM Tris- 
HCl, 1 M NaCl, 250 mM imidazole, pH 7.0. 

The protein concentrations were determined with the Bradford 
dye binding test (1976, Anal. Biochem. 72, 248-254) using 
the Bio-Rad (Munich, Germany) protein assay kit. The 




concentrations of the purified tetravalent and bivalent F v 
antibody constructs were determined from the A 2 so values 
using the extinction coefficients e lrag/ml = 1.96 and 1-93, 
respectively. 

Example 4 : Expression of the tetravalent and/or bivalent 

antibody construct in the yeast Plchla 
pastorls 

Competent P. pastor is GS155 cells (Invitrogen) were 
electroporated in the presence of 10 \xq plasmid-DNA of pPIC- 
DISC-LL and pPIC-DISC-SL, respectively, which had been 
linearized with Sad. The transf ormants were selected for 3 
days at 30°C on YPD plates containing 100 pg/ml Zeocin™. 
The clones which secreted the bivalent and/or tetravalent F v 
antibody constructs were selected by plate screening using 
an anti-c-myc-mAk 9E10 (IC Chemikalien, Ismaning, Germany) . 

For the expression of the bivalent F v antibody constructs 
and tetravalent F v antibody constructs, respectively, the 
clones were cultured in YPD medium in shaking flasks for 2 
days at 30°C with stirring. The cells were centrifuged 
resuspended in the same volume of the medium containing 
methanol and incubated for another 3 days at 30 °C with 
stirring. The supernatants were obtained after the 
centrifugation. The recombinant product was isolated by 
ammonium sulfate precipitation, followed by IMAC as 
described above. 

Example 5: Characterization of the tetravalent F v 

antibody construct and bivalent F v antibody 
construct , respectively , 



(A) Size exclusion chromatography 



An analytical gel filtration of the F v antibody constructs 
was carried out in PBS using a superdex 200-HR10/30 column 
(Pharmacia) . The sample volume and the flow rate were 200 
pl/min and 0.5 ml/min, respectively. The column was 
calibrated with high-molecular and low-molecular gel 
filtration calibration kits (Pharmacia) . 

(B) Flow cytometry 

The human CD3 + /CD19'-acute T-cell leukemia line Jurkat and 
the CD19 + /CD3" B-cell line JOK-1 were used for flow 
cytometrie. 5 x 10 5 cells in 50 pi RPMI 1640 medium (GIBCO 
BRL, Eggestein, Germany) which was supplemented with 10 % 
FCS and 0.1 % sodium azide (referred to as complete medium) 
were incubated with 100 pi of the F v antibody preparations 
for 45 minutes on ice. After washing using the complete 
medium the cells were incubated with 100 pi 10 pg/ml anti-c- 
myc-Mak 9E10 (IC Chemikalien) in the same buffer for 45 min 
on ice. After a second wash cycle, the cells were incubated 
with 100 pi of the FITC-labeled goat-anti-mouse-IgG (GIBCO 
BRL) under the same conditions as before. The cells were 
then washed again and resuspended in 100 pi 1 pg/ml 
propidium iodide solution (Sigma, Deisenhofen, Germany) in 
complete medium with the exclusion of dead cells. The 
relative fluorescence of the stained cells was measured 
using a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Mountain 
View, CA) . 

(C) Cytotoxicity test 

The CD19-expressing Burkitt lymphoma cell line Raji and 
Namalwa were used as target cells. The cells were incubated 
in RPMI 1640 (GIBCO BRL) which was supplemented with 10 % 
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heat-inactivated FCS (GIBCO BRL) , 2 mM glutamine and 1 mM 
pyruvate, at 37 °C in a dampened atmosphere with 7.5 % C0 2 . 
The cytotoxic T-cell tests were carried out in RPMI-1640 
medium supplemented with 10 % FCS, 10 mM HEPES, 2 mM 
glutamine, 1 mM pyruvate and 0.05 mM 2-ME. The cytotoxic 
activity was evaluated using a standard [ 51 Cr] release test; 
2 x 10 6 target cells were labeled with 200 uCi Na[ 51 Cr]0 4 
(Amersham-Buchler, Braunschweig, Germany) and washed 4 times 
and then resuspended in medium in a concentration of 2 x 
lOVml. The effector cells were adjusted to a concentration 
of 5 x 10 6 /ml. Increasing amounts of CTLs in 100 pi were 
titrated to 10 4 target cells/well or cavity in 50 pi. 50 pi 
antibodies were added to each well. The entire test was 
prepared three times and incubated at 37 °C for 4 h. 100 pi 
of the supernatant were collected and tested for [ 51 Cr] 
release in a gamma counter (Cobra Auto Gamma; Canberra 
Packard, Dreieich, Germany) . The maximum release was 
determined by incubation of the target cells in 10 % SDS, 
and the spontaneous release was determined by incubation of 
the cells in medium alone. The specific lysis (%) was 
calculated as: (experimental release - spontaneous 
release) / (maximum release - spontaneous release) x 100. 
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Claims 



1. A multivalent F v antibody construct having at least 
four variable domains which are linked with one another via 
the peptide linkers 1, 2 and 3. 

2. The F v antibody construct according to claim 1, wherein 
the peptide linkers 1 and 3 have 0 to 10 amino acids. 

3. The F v antibody construct according to claim 2, wherein 
the peptide linkers 1 and 3 have the amino acid sequence GG. 

4. The F v antibody construct according to any of claims 1 
to 3, wherein the F v antibody construct is bivalent. 

5. The F v antibody construct according to claim 4, wherein 

c 

the peptide linker 2 has 11 to 20 amino acids. 

6. The F v antibody construct according to claim 4 or 5, 
wherein the peptide linker 2 has the amino acid sequence 
(G4S) 4 . 

7. The F v antibody construct according to any of claims 1 
to 3, wherein the F v antibody construct is tetravalent. 

8. The F v antibody construct according to claim 7, wherein 
the peptide linker 2 has 3 to 10 amino acids. 

9. The F v antibody construct according to claim 7 or 8, 
wherein the peptide linker 2 comprises the amino acid 
sequence GGPGS. 



10. The F v antibody construct according to any of claims 1 
to 9, wherein the F v antibody construct is multispecif ic . 

11. F v antibody construct according to claim 10, wherein 
the F v antibody construct is bispecific. 

12. The F v antibody construct according to any of claims 1 
to 9, wherein the F v antibody construct is monospecific. 

13. A method of producing the multivalent F v antibody 
construct according to any of claims 1 to 12, wherein DNAs 
coding for the peptide linkers 1, 2 and 3 are ligated with 
DNAS coding for the four variable domains of an F v antibody 
construct such that the peptide linkers link the variable 
domains with one another and the resulting DNA molecule is 
expressed in an expression plasmid. 

14. Expression plasmid coding for the multivalent F v 
antibody construct according to any of claims 1 to 12. 

15. The expression plasmid according to claim 14, namely 
pDISC3xl9-LL. 

16. The expression plasmid according to claim 14, namely 
pDISC3xl9-SL. 

17. The expression plasmid according to claim 14, namely 
pPIC-DISC-LL. 

18. The expression plasmid according to claim 14, namely 
pPIC-DISC-SL. 



Use of the multivalent F v antibody construct according 
to any of claims 1 to 12 for the diagnosis and/or treatment 
of diseases. 

20 • Use according to claim 19 ' wherein the diseases are 
viral, bacterial or tumoral diseases. 
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Abstract of the Disclosure 
Multivalent Antibody Constructs 

The present invention relates to a multivalent F v antibody 
construct having at least four variable domains which are 
linked with each over via the peptide linkers 1, 2 and 3. 
The invention also concerns expression plasmids which code 
for such an F v antibody construct and a method of producing 
the F v antibody constructs as well as their use. 
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EcoRI RBS PslB leader Ncol 

l> M X 7 L ? T A A A G L L L L A A Q ? A M 

♦ Frame-Hl VH anti-C03 

92 CGCAGGTGCAACTGC^GCAGTCTG^^ 

22 ► A Q V 0 L Q Q S G A E L A R ? G A S V X M S C K A S G V T F T 
C0R-H1 Frame-H2 C0R-H2 

133 TA GG T AC A CG A TG C A CT GGGTA^AACAJSaGG C CTGC L A^^ CTAGCCGTGGTTATAC 
52 > R Y T M HWVXQRPGQGLEWIGY I N ? S R G Y ? 

Frame-H3 

257 TAATTACAATCAGAAGTTC AAGG ACA AGGCCACATTGAfTTACiJlAC^^ 
3G> N V M Q X F X D X A T L T T D X £ 5 S T A Y M Q L 5 S L T 

C0R-H3 F'ame-n4 

354 ATCTt^Gg-jL':CTX:<l^^^ 

109 > S E D S A V Y Y C A R Y y D D H Y S L D Y W G Q G T T L 
CHI Linker 7 Frame-Ll VL anti-C0l9 

44 0 OJGTCTCCTCA GCtlAAAAC^^^ 

138 >T V 5 5 A X T T ? X L G G D I L L T Q T ? A S L A V 5 L G Q 

COR-L1 Frame- L2 

S 3 0 CGOCZ^C CATCTC C7GC AA GGCCAGCC AAA G T G TT G A TT A T G A T G G T G A 7 A G T T A TTT G AA C TGGTACCA-.CAGATTCCAGGAC 
158 ► R A T I S C X A 5 Q S V D Y D G D S Y L M W Y 3 C I ? G 

C0R-L2 Frame-L3 
S 1 4 AGC CACCCAAJ^CTCCTCATCTA. TG A 7 G C A7C C AA 7CT A G 777 C 7 GGGATCCZACC CAGCj r :TAGTGGC.-jU i*£C-^7C 3C<^-JCAGACTT 
19c >Q ? ? X 1 L I Y 2 A S N L V S G Z ? ? R F S G S G S G 7 D F 

CDR-L3 Frame-L* 
702 CAC CCTTCAA^ATCCLATCCT^TGCL-^^ AG C AAAG T A CTGAGGA T C CGTGGAC GT7CGG7GGA 

225 > T 1 M I H ? V E X V D A A 7 Y H C Q Q S T Z D ? W 7 F G G 

C fcaccs Not I Linker 2 

790 C<KLACCAAGCT^AAATCLA^ C3GC- 

255 > G 7 X L E I X R A D A A A A G G G G S G G G G SGGGG 

Pvull rrame-Hl VH anti-C019 

37 4 TCCGG TGGTGGTGG TA G CCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGGGCTGA 77GCAAGG 
283 > S G G G G S Q V Q L Q Q 5 G A E L V R ? G S S V X I £ C X 

C0R-H1 Frame-H2 COR-H2 

962 c 1 : ■ : v : : atgcattc.-.gt a gctactg g xtgt^(?tt^7t^z£^j^^ agatttg g c 

312 ► A S G Y A F S 5 Y W M N W V X Q R ? G Q G L E W I G Q I W 

Psil Frame-H3 

1049 CTGGAGATG G 7G A T AC7 AA C T A CAA7 G G AAAG T7C AAGG G T AAAGCC^-CIXTTGACTGCAGACGAATC CTC CL-JGCACAGCCTACA 
241 > ? G D G D T N Y N G X F X G X A 7 L T A D E 5 3 5 7 A Y 

C0R-H3 

1133 TGC^CTCl^\GCCr?Z^ 
369> M Q L S 5 L A S E 3 S A V Y F C A R R E T T T V G R Y Y Y 
Frame-H4 CH1 Linker 1 Frame-L1 

12 1 9 GCTATGGACTACT C<X:<ritl^GClA-rC^ GGCGG JCATA'l GCTCACTC 

398 > A M D Y W G Q G 7 S V 7 V S S A X T 7 ? X L G G D I v L 7 

VL anti-CD3 C0R-L1 

1307 AGTCTC^JGCAATCAT^^ 
427 ► Q S ? A I M S A 5 ? G E X V T M T C 5 A S S S V S Y M N W 

Frame-L2 C0R-L2 Frame-L3 

1293 TACCAGCAa^kAGTXlSiGGCAC:^ 
456> YQQX5GTS PXRWIYD T S X L A S G V ? H F R G 

CDR-L3 

1481 rrrc^ r . 'ir-*- m *r*- ™ • " t*± r ^-^- ^ \r^^±K-r?^~\nr^*r^^ 
48S>5GSGTSYSLTISGMEAEDAATYYCQQW S S N 
Frame-L4 C kappa c-myc epitope 

1569 cccATTCACGTTt:::ocTcr<:<:^^ 

514 > ? F TFGSGTXLEINRADTAPTGSEQ ■< ^ 1 s 

His 6 tail Xbal 
1655 AA G AA GACC TAA^**IXlA CATCACtL-.TCl^ 
543 > E E D L N 5 H H H H H K 



FIGURE 5 
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EcoRI R8S ?e!B leaoer Ncol 

i aAATTCATTAAAGasAgAAAjrr^^^^ 

-> M X Y L L ? T A A A G L L L L A A Q .? A M 
♦ Frame-Hi VH anti-CD3 

92 CGCAGGTGCAACTGCAGC^GTCr^^ 

22>A Q V Q L Q Q S G A Z L A R ? G A 5 V K M S C X A S G Y 7 F T 
COR-H1 Frsme-H2 C0R-H2 ^ 

132 TA GGTACACGATGCAC TGGGTAAAACAGAGGC CTG^^^GrJTrrrr^ ?■ ATT^ATTC^A T A C A T T AA TCCTAGCCGTGGTTATAC 
52 > R Y T M H W V* X 0 R ? G Q G L £ W I G Y I N ? £ ?. G Y T 

r:ame-H3 

257 T AAT TA C AA TC AG AA G T T C AAGG A C AAGGCCl^ATTGACTJ^^ 

30> N Y M Q :< ? x 3 x A t l t t d :< £ S 3 T a y m q l $ S h T 

C0R-H3 Frame-H* 

354 ATCTGAGa ^ CT G C^^ 

109 > SEDSAVYYC" A R Y Y D D H Y S u D Y W G Q G 7 ? !• 

CHI L/n*er 7 Frame-Ll VL anti-CD19 



440 cagtctcctca gc:ia^acaa^^ 

123> T V 5 S A K T T ? X L G G 3ILLTQT? A SL A VS-3Q 

CDP.-L1 Frame-L2 
520 GGGCCACCA" w'l'C CTGCAA GGCCAGCC AAA GTGTTGATTATGATGG7GATAGTTATTT G AA CTGGTACCAACAGATTC CACGAC 
153 > R A T I 5 C X A 5 Q £ V 3 I D G 3 5 Y L N W Y 2 Q I ? G 

C3R-L2 Frame-L3 

514 AGC !IAC CCAAA.CTCtTTCLATCTAT GATGCATCC AA TCTAGTTTC TGC^IATC 1 CAC Z CAGGTTTAGTGGC-.GTG3o i ~L 1 \jGGAC-.G ACTT 
1?5>Q ? ? K L L Z Y 2 A £ N 1 v £ G r ? ? ?. r S G 5 G S G T D ? 



/ 02 CACCCTCAACATC CA1 C C" i ^ i GGAGAAGG1 



Frame-L^ 
TGGACG7TCGGTGGA 




X A 



C0R-L3 
rPCAGCAAAGTACTGAGGA^ 

225 > T L N I K ? V E X V D A A 7 Y H C Q Q S T E D ? W T r G G 

Ckacoa NotI Linker 3 PvuH Fram e-Hi 

790 GGCACZAAGCTT5GAAATCAAA CGGC<rrG.AT^^ 

2S5> G T X L E I X R A D A A A A G G ? G S QVQLQQSGAEL 

VH anti-CD19 C0R-H1 
379 GGTGAGGCriGGGTCrrCAGTG^^ 

234> V R ? G S S V X Z S C K A £ G Y A 7 S S 

CDR-H2 

963 CTGGACl^^l^rX^^^ 

3i4>? GQGLEWIGQ IW ?GDG DT.M Y NGXFKG 

Frame-H3 

1051 ACTCTX^TTGC^jCGAATCCT^ 
342> TLTADESSSTAYMQLSSLA3 E D S A V Y C A R 

CDR-H3 Frame-H4 CHI^ 

1142 G G G AG A C T AC G AC G G T A G G C C G T T AT T A C TAT GC T A TG G ACT ACT GGGoTCAAGGAACXriXZAGTCACCo i ^ .i^ - JCA (^^-A.tA 
372 > R E T T T V G R Y Y Y A M D Y W G Q G T S V T V £ £ A X 

Linker 1 Frame-Li VL anti-C03 

1226 CAACACCC AAGCTT GGCGG TGATATCGTGCTCACTC^GTCIX^ 
400> T T ? X L G G D I V L T Q S ? A I M S A 5 ? G Z X V T M T C 

CDR-L1 Frame-L2 C3R-L2 

1315 GTGCCAGC T CAAGTGTA A GTTACATGAAC TG^^^^^ 
430>S A S S S V S Y M N W Y Q Q X S G T 3 P K R W I Y D T S X 

Frame-L3 

1401 ACTGGCTTCTG GAGTCCCTCCTCAC^^ 
458> L A SGV? A H FRGSGSGTSYSLTISGME A ED A 

CDR-L3 Frame-L4 C *apoa 

STTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAC ^^VV^^Tf '^SS^. 
' F G £ G T X L E I M R A D T A 



1491 



A T Y Y C Q 



1578 ACCAACTG GATCC C 
517 > ? T G S E 



c-myc epitope 



Xbai 



^/7f > *r;A'Pr" ff r'^f? AA g AA GACC TAA Af^TA r » TCACCAT t* - criATCACT AATCTAGA 
Q K L I £ Z E D LNSHriHHKH 



FIGURE 6 
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941 A T G AGATTTCCTTCAJVTTTTTACTC 

i> M R F P S I F TA V L FAA S SA LAA PVN TT 

alpha-factor signal 

1015 AACAGA A-GATGAAACGGCAXIAAJVITC 

25> TEDETA Q I - P A E A V I GYSDLEGDFD 

1089 ttc<:tgttttgccattttc 

50 ►VA V L P F S NSTNNGL L F I NTTIASIA 

EcoRI 

Xhol ♦ ♦ 

1163 GCTAAAGA AGAAGGGGTATCTCTCGAGAJL^ G T GCAACTGCAGCAGTC 

75> AK EEGV SLEKREAEA EF Q V Q L Q Q S 

VH anti-CD3 

1234 TGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
98> GA EL A RPGASVKMS-C K A 3 



FIGURE 7 
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941 A T GAGATTTCCTTC^JITTTTTA 

1> M RFPS I FTAVLFAASSA LAAPVN TT 

alpha-factor signal 

1015 AACAGAJ\GATGAAACGGCACAJ^^ 

25> T EDETA Q I P A EA V I GYSDLEGDFD 

BsrDI 

1089 TTCCTGTTTTGCCATTTTC 

50^ VA VLPFSNSTNNGLLF I NTTIASIA 



1163 GCTAAAGAAGAAGGGG TATC TCTC GAGAAAAC-.GAGGCTGAAK T G--ATTCA TGGC GCAGGTGCAACTGCAG 
75> AKEEGVSLEKREAEAEFMA Q V Q L Q 



1235 CAGTCTGGGGCTGAACTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCT 
99> Q S G A ELARPGASVKMSCKAS 



EcoRI 



Xhol 



VH anti-CD3 



FIGURE 8 
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^r7 e -^ : Deutsche* Krebsforschungszeptrum 

Unser Zeictien: K 2534 - hu / A 



Multivalente Antikorper-Konstrukte 

,iB VOr,ie 9 ende Erfi "dung betrifft multivalente F v -Antik6rper-Konstrukte sie 
od,erende Expressionsplasm.de, und eln Verfahren zur Herstellung der F v Anti- 
orper-Konstrukte sowie ihre Verwendung. 

aturliche Antikorper sind Dimere und werden daher als bivalent bezeichnet Sie 
,e,sen vier variable Domanen, namlich zwei V H - und zwei V L -Do m anen, auf. Die 
.nablen Domanen dienen als Bindungsstellen fur ein Antigen, wobei eine 
*dungsste.le aus einer V H - und einer V L -Domane ausgebildet ist. Naturliche 
nfkorper erkennen jeweils ein Antigen, wodurch sie auch als monospezifisch 
*eic h net werden. Ferner weisen sie auch konstante Domanen auf. Diese 
«gen zur Stability der naturlichen Antikorper bei. Andererselts sind sie auch fur 
.erwunschte Immunreaktionen mitverantwortlich, die entstehen, wenn naturli- 
a Antikorper verschiedener Tierarten wechselseitig verabreicht werden. 

r Vermeidung solcher Immunreaktionen werden Antikorper konstruiert. denen 
. konstanten Domanen fehlen. Insbesonderesind dies Antikorper, die nur noch 
• vanablen Domanen auf weisen. Seiche AntikSrper werden mit F„-Antikorper- 
nstrukten bezeichnet. Diese liegen haufig in Form einzelkettiger, sich mitein- 
ler gepaarter Monomere vor. 



hat sich allerdings gezeigt, daB F v -Antik6rper-Konstrukte nur eine geringe 
b.litat aufweisen. Ihre Verwendbarkeit fur therapeutische Zwecke ist daher 
* eingeschrankt. 

vorliegenden Erfindung llegt somit die Aufgabe zugrunde, einen Antikorper 
atzustellen. mit dem unerwunschte Immunreaktionen vermieden werden 
nen. Ferner soli er eine Stability aufweisen, die inn fur therapeutische 



"ansszeit 5. Mai. 16:41 



1998 16=55 



HUBER & SCHUESSLER Pf^ENTANW. 



NR. 766 S.3/25 



6.Maiiaa 8 +49 89 49^749 

^^^m • •«• • « 

•••• 

»• ••• • • ••• -# #w 

- 2 - 

Zwecke einsetzbar macht. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den PatentansprQchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein multivalentes F v -Antik6rper- 
<onstrukt, das sine groSe Stabilitat aufweist. Ein solches eignet sich filr diagno- 
itische und therapeutische Zwecke. 

)ie vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des Anmelders, dafc die 
^ itabilitat eines F v -Antikorper-Konstruktes erhoht werden kann, wenn dieses in 
: orm eines einzelkettigen Dimeres vorliegt, bei dem die vier variablen Domanen 
jber drei Peptidlinker miteinander verbunden sind. Ferner hat der Anmelder 
.fkannt, dali sich das F v -Antik6rper-Konstrukt mit sich selbst faltet, wenn der 
littlere Peptidlinker eine Lange von etwa 10-30 Aminosauren aufweist. Des 
/eiteren hat der Anmelder erkannt, da& sich das F v -Antikdrper-Konstrukt mit 
iideren F v -Antikorper-Konstruktenzusammenfaltet, wenn der mittlere Peptidlin- 
?reine Lange von etwa bis zu 10 Aminosauren aufweist, wodurch ein multime- 
fi, d.h. multivalentes, F v -Antik6rper-Konstrukt erhalten wird. Auch hat der 
inmelder erkannt, dafc das F v -Antik6rper-Konstrukt multispezifisch sein kann. 

^ {findungsgemaS werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt, ein multi- 
rentes F v -Antik6rper-Konstrukt bereitzustellen, das mindestens vier variable 
jmSnen umfaBt, die Qber die Peptidlinker 1 , 2 und 3 miteinander verbunden 
id. 

jr Ausdruck "F v -Antik6rper-Konstrukt" weist auf einen AntikSrper hin, der 
/iable Domanen, nicht aber konstante Domanen aufweist. 

rAusdruck "multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt" weist auf einen F v -Anti- 
;per hin, der mehrere variable Domanen, jedoch mindestens vier aufweist, 
ches wird erreicht, wenn sich das einzelkettige F^-Antikorper-Konstrukt mit 
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,.,ch se .bst fa,te,. wodurch vier variable Domanen 99g eben sind. Oder sich m.t 

w.«r« e,nz rrr ^^n^^. In let2t6rem 

C!! T. ' KOnStrUkt VOr ' das e- «. 1«. etc. variable Domanen 

.tweet Gu ns« g ist es . W9nn das Fv . AntikSrper . Konstrukt vjer odef » 

ble Domanen aufweist. d.h. es is, bi- oder tetravaien, <v g l. Rg . „. Fernef 
*nnen d,e variaNen Domanen g ,e,cn Oder verschieden voneinander sein. Z 
<urcn das Anfkarper-Konstrukt ein cder mehrere A„« iB .ne erkennt. v ora , g s- 
«,se erkenn, das An.iK6rper.Kons.rukt .in Oder zvvei An. ig ene, d.h. esL 
»n„- bzw. bispezifisch. Beispiele so.cher An«i g ene sind die Proline CD1 9 und 

W Ausdruck * PeptiMnker ,. weis , auf e|nen pepM|inker 

VZZ e ' neS F - AnflM ^«-^ zu v.rbinden. 

In T S " r Ch<! Amin ° SaUren emha,ten - W0b8i die A — " 
Ann «3 . Senn (S, und Proiin ,P, bevorz ug , sind. Die Peptidiinker 1 und 3 
*n.n glBlch oder verscnieden vone|nander sejn ^ mer d ^ ^ 

*. Lan 9 e von e«wa 0-10 Aminosauren aufweisen. In ersterem Fall ist der 
pinker ,edi slich eine Pep«dbindun g aus dam COOH-Res, einer de ab e n 
,manen und dem NH 2 -Res, einer enderan der v a r iablen Domanen. v«JT 
f .s. we,s. der Peptidlinker die Aminosauresequenz GG auf. 

| Ausdruck -Peptidlinker 2- weis. au, einen Peptidlinker „in, der 9 ee i9 ne, ,s«, 

^ DorneneneinesF.An.ikerper-Konstruktesmi.einanderzuverbinden.De 
^nkerkann^icne Aminosauren entnalten. wobei die Aminosauren Glvein 
Senn ,S und Prolin ( P, bevorz ug , s , nd . Pernor kann der Peptidlinker eine 

" 1 ° Amin ° Sauren - **~n*. 5 Aminosa nd g anz 

U,o d d ' eAm ,7 saurese «— <W arisen, wodurcN erreleh, w „d. 
f s,eh das e,nze,ket,i 9 e F.-Antikarper-Konstruktmi, anderen e,nze,ket«, 9 en F 

.korper-Konstruktenz ^,tet. Desweiteren kann der PeptidHnklrem: 

^e vonetwa H - 20 Aminosauren. insbesondere 1 6 - 20 Aminosauren. und 
* besonders die Aminosauresequenz ,G 4 S) 4 . aufwelsen. wodurch erreicht 
daB S ' Ch daS 8inze| Ke*9e F.-Antikorper-Konstrukt mi, slch selbs, f a , te , 
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*n erfndungsgemaBes F.-Antikerper-Konstrukt kann durch Qb|jc „ e 

«d 3 kod,erende ON As mi, «, die vier variBblen " ' 2 

Sr^r^ ° NAS ' i9iert Werd9n *~ ~ * * 

II E m ' ,e " U ' nder Ve ' binden ' " h "~ "NA-Moiekul ,„ 

mem Express.onspiasmid exprimiert wird. Es wird auf d,e Be iS p ie ,e , - 5 J" 

»rd au , vorstehende Ausfuhrungen verwiesan. Erg , n2end wird auf 

Moiecuiar C1 o nf „, A Labored Manuai. Coid Spring HarbortooX 

982, verwiesen. 

jks die «, e in erfindungsgemaBes F.-Antikorper-Konstruk, kodieren. sind 

^nfa, ls Qe 9e „ st andd er v« r , i e g enden Erfl „d U ng. F ernersi„d Expre ss i ons Pl asrn i - 
* d,e so.che DMAs enthalten. auch Gegens«nd der voriiegenden Erfindung 

tr ,e d E rr nsp,asmide sind pdisc3x ^^ po.sc3xi9.sl p P ^: 

f«l und pPIC-DlSC-SL. Diese wurdan bei dar DS M Z .Deutsche Samlng 

trTr:r n und ^ am 3o - ^ 1998 ™ °™ ™«>. °™ 

f149. DSM 12152 bzw. DSM 12151 hintarlagt. 

Werer Gegenstand der voriiegenden Erfindung 1st ein Kit. umfassend- 
j e,n erftndungsgemaljes F.-Antikorpar-Konstrukt, und/oder 
e,n erfindungsgemaBes Ex P ressions P lasmid, aowie 
fibliche Hllfsstoffe. wie Puffer, Losungsmittel und Kontrollen. 

| dan einzeinan Komponenten konnen ein oder rnehrere Vartreter voriiegen. 

jvoriiegende Erfindung steiit 9ln muWvaientes F,Antikorper-Konstruk. bar.it 

l: he d ;;t b,en D ° manen «"~ P °»™<*« verbunden s d! 

. chea Anakorper-Konstruktzeichne, sich dadurch aua. da* aa keine Taiie 
|.lt d,e zu unerwunschtan immunreaktionen fOhren kannen. Ferner weia, as 

n b ln den. Das erf.ndungsgemaae F.-AntikSrper-Konstrukt eignet sich daher 
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best. ns „i cnt nur Mr dia3nostlscne , soniJern aucf) Mf 

verwende, ZU warden. Solche Zweck. kSnnen hinsioht)ich jetJer ^J^; 
nsb esondere einer viraien. b akterie„en Oder Tumo, E rkr a nkung. gesehe ^ 



Kurze Beschreibung der Zeichnung 



en: 



tr ° r8aniSatl0n *" «™"ngsgema B en F.-AntikSrper- 

^TTTJ schemata zur Bi,dun9 eines biva,enten ,B ' — 

«en F.-Ant^er-Konstruktes <C). A 8 : Antigen; His,: seen* cterminaie Histidin- 
««e; Stop: Stoppcodon (TAA); V H und V . variab|e Region sch 
ler leichten Kette. 

t-SCaxTrSL 88 T KOnMrUkti ° n d " P,aSmWe <> D 'SC3X1 9 -UL - 
« «, J C ' mVC! " UenZ ' k ° dierer,d 6 "> Epit0p < das »" «°-» An«k6r- 

1T p 8 l a T T Hist: Sequenz ' die * se ° hs c *-*- "W*™- 

,d,ert PelB: agnalpeptidsequenz der bakterielien Pectatiyase (PeiB-Leaderf 
-» Ribosornenbindungsateiie; Stoppcodo „ (TAA); ^ ' 

•gion der schweren und der leiehten Kette. 

*. 3 zeigt ein Diagramm das Expresslonapiasmlds pDISCSxl 9-LL. 6xHis- 

r nZ ' C " termina ' 9 HiStfdinreste k ° di ^ «« 8-. - «r * 

tTT 7 * Wr ^""""-^-^ntwortiich is, ; bp: Basenpaare; 

lh' «•«* iotergeniache Region dee Bakte- 

*hagenf ; Lac P/O: wt/ac-Operon-Prornotor/Operator; Linker ,: Se qU enz. die 

«n G, yGIV D ,pep,,d kodiert. dee die V„- U nd V,Doma rknDpft; Link r 2 

«uenz. d,e fur .in .Giy.Ser^Poi.peptid kodiert. das die hybriden scFv . Frafl ; 

1 n«everknOpf,;Pe,-B-Le a der: Sig „a l pep ti dee qU .n Z der b akter l e„enPec,a«va S e i 
ftbosomenbindungssteile; V H und v.: variable Region der schweren und der 

$nten Kette. 
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Fig. 4 zeigt ein Diagramm des Expressionsplasmids pDISC3x1 9-SL. 6xHis: 
Sequenz, die fur sechs C-terminale Histidinreste codiert; bla: Gen, das fur p- 
paare; c-myc: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikorper 9E10 
erkannt wird; ColEI : Origin der DNA-Replikation; f 1-IG: intergenische Region des 
Bakteriophagen f1; Lac P/O: wt /ac-Operon-Promotor/Operator; Linker 1; Se- 
quenz. die fur ein GlyGly-Dipeptid codiert, das die V H - und V L -Domanen ver- 
inupft; Linker 3: Sequenz, die fur ein GlyGlyProGlySer-Oligopeptid codiert, das 
lie hybriden scFv-Fragmente verkntipft; Pel-B-Leader: Signalpeptidsequenz der 
wkteriellen Pectatlyase; rbs: Ribosomenbindungsstelle; V H und V u : variable 
legion der schweren und der leichten Kette. 

*g. 5 zeigt die Nukleotid- und die davon abgeleitete Aminosauresequenz des 
lurch das Expressionsplasmid pDIS3xl9-LL kodierten bivalenten F v -Antik6rper- 
*onstruktes. c-/7?yc-Epitop: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem 
intikSrper 9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region; 
lerust: GerGstregion (Framework-Region); His6~Schwanz, Sequenz, die fur 
$chs C-terminale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der 
^akteriellen Pectalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable 
•sgion der schweren und der leichten Kette. 

<g. 6 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz des durch das 
apressionsplasmid pDISC3x19-SL kodierten tetravglenten F v -Antikorper-Kon- 
i^fuktes. cwnyc-Epitop: Sequenz, kodierend fur ein Epitop, das von dem Antikor- 
ir9E10 erkannt wird; CDR: Komplementaritat bestimmende Region, GerQst: 
mrOstregion (Framework-Region); His6-Schwanz, Sequenz, die fur sechs C- 
^minale Histidinreste kodiert; PelB-Leader: Signalpeptidsequenz der bakteriellen 
tftalyase; RBS: Ribosomenbindungsstelle; V H und V L : variable Region der 
nweren und der leichten Kette. 

^ 7 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
;dung zwischen einem Gen, das fur eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
em Gen, das fur das tetravalente F„-Antikorper-Konstrukt codiert, in dem 
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P/c/^-Expressionspfasmid pPIC-DISC-SL. Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidse- 
quenz des Saccharomyces c^ews/ae-a-Faktor-Sekretionssignals; V H : variable 
Region der schweren Kette. Rauten zeigen die Slgnalspaltstellen an. 

Fig. 8 zelgt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosauresequenz einer Ver- 
bindung zwischen einem Gen, das fQr eine a-Faktor-Leadersequenz kodiert, und 
einem Gen, das fur das bivalente F w -Antik6rper-Konstrukt codiert, in dem Pichia- 
Expressionsplasmid pPIC-DISC-LL Alpha-Faktor-Signal: Leaderpeptidsequenz des 
Saccharomyces cerews/ae-a-Faktor-Sekretionssignals; V M : variable Region der 
jchweren Kette. Rauten zeigen die Signalspaltstellen an. 

3ie Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 

teispiel 1: Konstruktion der Plasmide P DISC3x19-LL und P D|SC3x19^SL zur 
Expression von bivalenten, bispezifischen bzw. tatravalenten, 
bispezifischen F v -Antik6rper-Konstrukten in Bakterien 

ale Plasmide P HOG-aCDl9 und pHOG-dmOKT3, welche fur die scFv-Fragmente 
«>dieren, die von dem Hybridom HD37, das fOr menschliches CD19 (Kipriyanov 
fa/., 1996, J. Immunol. Meth. 196, 51-62) spezifisch rst, bzw. von dem 
,#bridom OKT3, das fQr menschliches CD3 (Kipriyanov et ah, 1997, Protein 
fr. 2£L, 445-453) spezifisch ist, abgeleitet sind, wurde zur Konstruktion von 
#ressionsplasmlden fQr ein einzelkettiges F v -Antik6rper-Konstrukt verwendet. 
^ PCR-Fragment 1 der V H -Domane von Anti-CD19, gefolgt von einem Seg- 
-ant, das fur einen GlyGly-Linker codiert, wurde unter Verwendung der Primer 
*1, S'-TCACACAG^ATTCTTAGATCTATTAAAGAGGAGAAATTAACC, und 
«2, 5'- AGCACACGAIATCACCGCCAAGCTTGGGTGTTGTTTTGGC, erzeugt 
4. Fig. 2). Das PCR-Fragment 1 wurde mit £coH\ und FcoRV gespalten und 
ildem mit EcomiEcoM linearisierten Plasmid pHOG-dmOKT3 ligiert, wodurch 
f Vektor pHOG19-3 erzeugt wurde. Das PCR-Fragment 2 der V L -Domane von 
,ti-CD19, gefolgt von einem Segment, das fur ein c-/nyc-Epitop und einen 
*ahistidinylschwanz codiert. wurde unter Verwendung der Primer DP3, 5'- 
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AQCACACAAeCTEGGCGGTGATATCTTGCTCACCCAAACTCCA , n„ 

der Vektor PH0G3-1 9 «rh a n- PlOQ-dmOKT3 lig.ert, wodurch 

- ~ e Gen , dem PI _, ^•■^^H^.^ 
--B^S'-CAGCCGG ^CGCAGGXGCAACTGCAG^r 

CG, zur Erceugung eines kurzen, starre „ GGPGS-Linkers (PGR Fr a ™ , 

— durcn u gierun9 des /Vco^LRe^^,^^ m ' ~ * 3 
impend d„ S VektorgerOst und die /Vc ol //V. ( ,- fl esp artenen PC p ! ' 

«w. 4 konstrulert (vgl Fia 3 4, rv „ P 3 " 6 " 9 " PCR-Fragmente 3 

. U en«nde r Mv al e„Llw t !;; ~t 9e NUW60t,d - 

*ur 9 n 5 b2w . 6 engeg.Jn " ^"""-K-.ruk.e rind in den 



**• * Kon*™^,, der Wasmjd . pp , c . D|sc . LL ^ pp , c 

IT7T b,Va,enten ' '*'""""*•" bzw. te« ra v a ,.„, e „. btepezi- 
fl«hen F.-AntikBrper-Konstrukten in Hefe 

0 Konstruktion von pPIC-DISC-SL 

» Vektor pPICZaA (Invitrogen BV Leek Ni.H~, ., . 
-on .n -~n^^^ 

d,e Ses Vek, ors beruht auf dem domjnanten se(ekt . erbaren Mafker 
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Zeocin™, der sowohl In Pichia als auch fn £. coli bifunktlonell 1st. Das Gen das 
fur das tetravalente F v -Antikfirper-Konstrukt <scDia-SL) codiert, wurde mittels 
PCR von der Matrize P DISC3x19-SL unter Verwendung der Primer 5-PIC 5'- 
CGTfiAAHfiCAGGTGCAACTQCAQCAGTCTGGGGCTGAACTGGC, und 
SEXBn 5'-GGTCGACGTTAACCGACAAACAACAGATAAAACG ampljffeiert. Pas 
o erhaltene PCR-Produkt wurde mh Eco*\ und Xba\ gespalten und in mit 
coRI/XM Unearisiertes pP,CZaA ligiert. Es wurde das Expreseionspiasmid 
PIC-DISC-SL erhalten. Die Nukleotid- und Proteinsequenzen dee tetravalenten 
w -Antik6rper-Konstruktes eind in Fig. 7 gezeigt. 

) Konstrulction von pPIC-DISC-LL 

je Konstrulction von pPIC-DISC-LL wurde auf der Grundlage von pPICZaA 
vitrogen BV, Leek, Niederlande) und P DISC3x1 9-LL (vgl. Fig. 3) durchgefQhrt 
e Plasmid-DNA pPICZaA wurde mit £coRI gespalten. Die uberetehenden 5'- 
den wurden unter Verwendung elnes Klenow-Fragments der £. co/AONA- 
lymerase I aufgefOllt. Die so erhaltene DMA wurde mit Xba\ gespalten, und 
• grolie Fragment, umfassend den pPIC-Vektor, wurde isoliert. Analog wurde 
DNA von PD.SC3X1 9-LL mit /Vcol gespalten und mit einem Klenow-Fragment 
andelt. Naoh der Spaltung mit Xbal wurde ein kleines Fragment, umfassend 
fur den bivalenten F v -Antik6rper kodierendes Gen, isoliert. rfessen Ugierung 
e,ner pPIC-abgeleiteten Vektor-DNA ergab das Plasmid pPIC-DISC-LL Die 
leptid- und Proteinsequenz des bivalenten F v -Anfk6rper-Konstruktes sind in 
8 gezeigt. 



piel 3: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten F v -Antik8rper-Kon- 
struktes fn Baktarien 

>/AXL1-Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA), die mit den Expressions- 
miden P PISC3x19-LL bzw. P DlSC3x19-SL transformiert worden waren, 
J en uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 //g/ml Ampioillin und 100 mM 



fan«szei t 



5 -Mai. 1 6 •' 4 1 



.1998 16: 58 HUBER & SCHUESSLER PATENT ANW. HR.76& S 11/25 

: + 49 8^42724749 ^ 



- 10 - 

Q.uco Se ,2xYT 0 .) bei 37-C gezOchtet. 1 : 50-V.rdunnungen der Oberna.chtkul.u- 
ren ,n 2xYT M wurdan als Kolbenkulturen bei 37»c unter Schutleln mit 200 UpM 
gexachtet. A.s die Kulturen einen OD^-Wer, von 0.8 erreich, hatten. wurd.n 
d,e Bakterien durch lOminutige Zentrifugation mit 1500 g bai 20°C pallatier, 
und m dem gteichen Volumen einas frisch.n 2xYT-Mediums. das 50 mM 
Ampicillin und 0.4 M Saccharose en,hielt. rasuspandiart. IPTG wurde bis zu 
amer Endkonzentration von 0,1 mM zugesetz,, und das Wachstum wurda bai 
Baumtamperatur ,20-22°C, 16-20 h fortgesetzt. Die Zellen wurden durch 
10m,nu,ige Zen.rifuga.lon mi, 5000 g bei 4-C geern,et. Der KulturOberstand 
y wurde zuruckgeha.,en und auf Eis geiagert Urn die Iflaftchan periplasmatischen 
Proteine zu isolieren. wurdan die pe.le«ier,en Baktarien in 5% dea Anfangsvolu- 
*ens an aiskaltar 50 m M Tris-HCI. 20% Saccharose, 1 m M EDTA. pH 8 0 
.esuspendiert. Nach einar IstUndigen Inkubation auf Eis untar gelegemlichem 
*uhren wurdan die Spharopfasten mit 30.000 g 30 min bei 4°C zentrifugiart 
*obei dar I6sliche periplaamatiacha Extrak, aia Ob.rstand und di. Spharoplastan 
rat dam unloalichen periplaamatiachen Material ala Pallet erhalten wurden Der 
Julturuberstand und der ,.s,iche peripiasmatischa Ex tf ak, wurdan verein.g, 
lurch weitare Zantrifugation (30.000 g. 4«C. 40 mln) gaklart. Das rekombinante 
toduk, wurda durch Ammoniumsu.fatfaHung (Endkonzentra«on 70% Slttigung) 
■ngaangt. Daa Protainprizipitat wurde durch Zemrifugaticn (10.000 g, 4»c 40 
»n) gewonnan und in 10% daa Anfangsvolumens an 50 mM Tris-HC, \ M 
M.pH 7.0. aufgelfis,. Eina immobiliaierte Mataliaffiniwtschromatographie 
MAC. wurde bai 4°C untar Varwendung einer 6 m, Sau!e an cheiatiarandar 
.Pharoaa (Pharmacia), die mi, Cu- be.aden war und mi, 50 mM Tria-HCI, 1 M 
•CI. PH 7.0 (Startpuffer) aquilibriart warden war, durchgafuhrt. Die Probe 
-rde durch ihr Leiten uber die Saule aufgeiaden. Sia wurde dann mi, zwanzig 
.ulenvolumina Startpuffer, gefolg, von Startpuffer mit 50 mM Imidazcl, bis die 
sorption bei 280 nm das Effluenten minimal war. gewaachen (a,wa dreiBig 
wlenvolumina). Daa absorbierte Material wurda mi, 50 mM Tria-HCI. 1 M 
iCI, 250 mM Imidazol, pH 7,0, eluiert. 

. Prateinkonzentrauonen wurden mi, dam Bradford-Farbstoffbindungstest 
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(1 976, Ana/. Biochem., 22, 248-254) unter Verwend«ng des Bio-Rad(Munchen 
DeutschlandJ-Proteinassaykits bestimmt. Die Konzentratjonen der gereinigten 
tetravalenten bzw. bivalenten F tf -Antikdrper-Konstrukte warden aus den A 2fl0 - 

Werten unter Verwendung der Extinktionskoeffizientenf^'"- = 1,96 bzw. 1,93 
bestt'mmt. 



Beispiel 4: Expression des tetravalenten bzw. bivalenten Antikorper-Konstruk- 
tes in der Hefe Pichia pastoris 

Kompetente P. pastoris GS1 55-Zellen (Invitrogen) wurden in Gegenwart von 10 
n Plasmid-DNA von pPIC-D|SC-LL bzw. pPICDISC-SL, die mit Sad linearisiert 
worden war, elektroporiert. Die Transformanten wurden 3 Tage bei 30-0 auf 
rPD-Platten, die 100 w m Zeocin™ enthielten, selektiert. Die Klone. die biva- 
ente bzw. tetravalente F v -Antikor P er-Konstrukte sezernierten, wurden durch 
fattenscreening unter Verwendung eines anti-c-^ivc-mAk 9E10 <IC Chemikaliep, 
smaning, Deutschland) selektiert. 

iir Expression der bivalenten bzw. tetravalenten F v -Antik6r P er-Konstrukte 
yurden die Klone in YPD-Medium in Schuttelkolben 2 Tage bei 30°C unter 
iflhren gezuchtet. Die Zellen wurden zentrifugiert, in dem gleichen Volumen des 
fcd.ums, das Methanol enthielt, resuspendiert und weitere 3 Tage bei 30°C 
*ter Runren inkubiert. Die Oberstande wurden nach der Zentrifugation gewon- 
■in. Das rekombinante Produkt wurde durch Ammoniumsulfatfallung. gefolgt 
an IMAC, wie vorstehend beschrieben, isoliert. 

4 

espial 5: Charakterisierung des tetravalenten bzw. bivalenten F w -Ant,korper- 
Konstruktes 

I) GroSenausschlulichromatographie 

)8 analytische Gelfiltration der F v -Antik6rper-Konstrukte wurde in PBS unter 
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o ie 8*TJ ITS w T* bem ' 9en 200 * /Wb °- s 



(B) Durchflufizytometrie 



Die menschliche CD3 VCD 1 t .. . . 

Mien in BO* RPMI ,640-Medium ,3,800 ^ V9rWendBt " * ^ 

-"It 10% PCS und 0 1% N„ • 1 Eflgestein. Deutschland). d as 

* «« ^:z:zr^zz7r ,g,bco bru ™ 

^aschen und in ,00 pi 1 „ g/ml Pro T i ""^ 6rneUt 

— in .o^r z d z; d c:::? ma ' Deisenho,en ' 

-Pendiert. Die reletive Flu0res2ens J^"*" V °" ^ 2 °»- - 

«dun a eines FACScan-Durchflufizytometers ^^fcton [)" 7 

*>w. CA) gemessen. "ometers (Becton D,ok,nson. Mountain 



§ Cytotoxizitststest 



Jplementier, war. bei 37°c in „• T « " Und 1 mM 

ubier, Die cy t0 ,,l h9n " T befB ~" A«<-Ph- mit 7.5% C0 2 

* PCS. , 0 ™ Z?T 2 TM lr WUrda ° RPM, - , 640 - M «"^. *» mi, 
mM HEPES, 2 mM Giutamin. , mM Pyruva, und 0,05 mM 2-ME 



ffansszeit 



I6.-4I 



.1998 16:59 HUBER & SCHUESSLER Pf+TENTflNW. ^ 

NK. 766 S 

B.Mai 1998 . .^fe. ^ ^ 

42724749 





- 13 - 

•unfemmto, war. durchgefohrt. Die ovtotoxische AWvitat wurde umer 
V.rwendung eines Standardf^-F^ungst^ bewerte,; 2 x 

n von 2 x 10 /ml resuspendiert. Die EffektorMllen wurden a U f eine 
Kon«n«rat,.n von 6 , , 0V m. eingesteHt. Zunenmende Mengen an ^ ™ 

e 7 T ^U9eSet^, • DW 89Samte ^ ™ 

e, 37 c , nkubl6rt . , 00 „ des 0berstan<j5 wwden ^ h 

Sinem —~ ™- <Ccbra Auto Qamma; Canberra p ' a ^ 
Dre.e.ch Deutschiand, g etes «et. Die m a, im a,e Freisetzung wurde durch 

r h ;?; in ,o% sds best,mmt ' md die s ~« -I 

lul b H' 0n Ze " en Med ' Um a " 6in beStim "*- ° ie ^ 7* 

«u de erechne, aia: (experiment Freisetzung - spomane Frelsetz u „ gl « 

t.ax,male Frereetzung - spontane Freisetzung) x ; 100. 
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Patentanspruche 

' • Multivalents F.-Antikorper-KonstruM mi t mlndestens vier variablen Doma 

nen. * s 0ber die P9ptidl ,, ker , 2 uod 3 mitejnander ver :2ZT 

F.An.i^p^.K nstruktnach Anspmch , wQbej paptjdi|nter 
0-10 Amrnosauren aufweisen. 

^Anti kfirper . Konstrukt ngch ^ wobej ^ ^ 

die Aminosauresequenz GG aufweisen. 



2. 



3. 



>• ^Antikerper-KonstnAt naeh ejnem def An 

Antikorper-Konstrukt bivalent 1st. , " 

i- ^ A " ,ik5r P»-«or.s.ru k ,„,chAn S pruch4. W obeiderPept i < (1 in k er 2 H- 2 o 
Aminosauren aufweist. <1120 

i J^*P«*n^ nach Ansprucb 4 Oder S. wobei der Pep,id,,nker 
2 *e Aminosiuresequenj (G <S ) 4 aufweist. 

F^per-Konetruict n,c h eine m d.r Anspr0che ,.3, wobei 
Antikorper-Konstrukt tetravalent 1st. 

A r lT a 3rPer " KO r ,rUkt " a ° h AnSPrUCh 7 ' WObe ' d - P< ~« 2 3-10 
Arrunosduren aufweist. 

F v -An^ rpe ,Konst r u k tn a ch Anspruch 7 oder 8, wobei der PeptfdKnker 
2 d,e Ammosauresequenz GGPGS aufweist. P™'nker 
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10. F v -Antik6rper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-9, wobei das F - 
Antikorper-Konstrukt multispezifisch ist. 

11. F.-Antikorper-Konstrukt na =h Anspruch , 0 . wobei das F.-Antikorper- 
Konstrukt bispezifisch ist. 



12. F.-Antikorper-Konstruk, nach einem der AnsprQche L9, wobei das F - 
Antikorper-Konstrukt monpspezifisch ist. 

13. Verfahren zur Hersteilung des murtivalenten F.-Antikorper-Konstruktes 
nach a,nem der Ansprfiche 1-12. wobei fur die Peptidlinker 1, 2 und 3 
kodi.rende DNAs mi, ,0r die vier varlablan Domanen aines F.-Antikorper- 
Konstruktes kodierenden ONAs figiert warden derart. daS die Peptidlinker 
d,a variablen Domanen mitaihandar verbinden, und das erhaltane DNA- 
Molekul in einem Expressionsplasmid exprimier, wird. 

14. Expressionsplesmid. kodierend fOr das multivalenta F.-Antfkorper-Kon- 
strukt nach einem der AnsprQche 1-12. 

15. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich P DISC3x19-|_L - 

6. Expressionsplasmid nach Anspruch 1 4, namlich P DISC3x1 9-SL. 

7. Expressionsplasmid nach Anspruch 1 4. namlich pPICDISC-LL. 

8. Expressionsplasmid nach Anspruch 14, namlich pPIC-DISC^SL. 

3. Verwendung des multivalenten F v -Antik6rper-Konstruktes nach einem der 
AnsprQche 1-12 zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen. 

). Verwendung nach Anspruch 1 9, wobei die Erkrankungen virale, pakteriel- 
le Oder Tumor-Erkrankungen sind. 
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Zusammenfassung 
Multivafente Antikiirper-Kortstrukte 



D,e vorliegende Erfindung betrifft ein multivalentes F v -Antik6rper-Konstrukt mit 
m.ndestens vier variablen Domanen, die uber die Peptidlinker 1. 2 und 3 mitein- 
ander verbunden sind. Ferner betrifft die Erfindung Expressionsp.asmide, die fur 
e,n solches F v -Antik6r Per -Konstrukt codieren, und ein Verfahren zur Herstellung 
der F v -Antik8rper-Konstrukte sowie deren Verwendung. 
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